
別紙1

論文内容の要旨

申請者氏名輿那嶺育子

酵母の塩ｽﾄﾚｽ下におけるNa+排出は､主にNa+排出ﾎﾟﾝﾌﾟ(ATPase)であるEnalに

より行われており､その遣伝子(ENA])の発現は2種の脱ﾘﾝ酸化酵素､ PP2B､ Ppzl､によ

ってそれぞれ正と負に制御されている｡さらに､ Ha13ﾀﾝﾊﾟｸ質はPpzlを負に制御してい

る｡したがって､ HAL3達伝子の高発現はENAl遺伝子の発現を促し､結果的に耐塩性を向上

させる｡植物ではNa+排出ﾎﾟﾝﾌﾟの存在は不明であるが､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑﾃﾞ-ﾀ-ﾍﾞ

-ｽにHAL3ﾎﾓﾛｸﾞ遣伝子の部分配列が見出された.そこで本研究では､ﾀﾊﾞｺからHAL3ﾎ

ﾓﾛｸﾞ遣伝子(NtHAL3)を単離し､その塩ｽﾄﾚｽ抵抗性に間する機能の解明を目的とした｡

AtHAL3の部分配列をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに用いたｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞの結果､ﾀﾊﾞｺから3種のﾎﾓﾛｸﾞ遣

伝子(NtHAL3a, b, c)を単離した.ﾉｻﾞﾝ解析及びRT-PCR解析より､ 3種のNtHAL遣伝子は根､

茎､菓､茎頂､花器官およびｽﾄﾚｽ(NaCl､ K十)の有無に関わらず構成的に発現していた｡

酵母のha13欠失変異株を作製し､相補性試験を行った結果､ Li (Na'のｱﾅﾛｸﾞ)感受性を弱

く相補し､ NtHAL3ﾀﾝﾊﾟｸ質が耐塩性に関与することが示唆されたため､ 3種のNtHAIJ3の全

長cDNAをｶﾘﾌﾗﾜ-ﾓｻﾞｲｸｳｲﾙｽ35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流に連結し､ﾀﾊﾞｺ培養細胞

(BY2)に導入した. NtHAIJ3a高発現BY2はNaCl､ LiClおよびｿﾙﾋﾞﾄ-ﾙ(浸透圧ｽﾄﾚｽ)

ｽﾄﾚｽに対する抵抗性が向上し､ -方､ NtHAL3c高発現BY2はNaClおよびｿﾙﾋﾞﾄ-ﾙｽﾄ

ﾚｽに対する抵抗性のみが向上したo NtHAL3b高発現BY2は得られなかったo NtHAL3aおよび

NtHAL3cの高発現BY2細胞内の陽ｲｵﾝ(Na+､ Li十､ K')含量は野生型細胞と大差なかった｡次

にｱﾐﾉ酸含量の測定の結果､ NtHAL3a高発現BY2ではﾌﾟﾛﾘﾝの割合が対照細胞よりも約4

倍高かった｡

これまでに､ AtHAL3aﾀﾝﾊﾟｸ質が補酵素A合成系のPPC-DC活性を有することが報告されたo

そこで､大腸菌のPPC-DC遺伝子(dfわ)の温度感受性変異を用いて相補性試験を行ったとこ

ろ､ NtHAL3a,b,c全てがdfp変異を相補したo以上の結果から､ NtHAL3aの高発現によって

上昇したPPC-DC活性が補酵素A合成を増加させ､さらにヾその下流にあるﾌﾟﾛﾘﾝ等のｱﾐﾉ

酸量が増加したという作用ﾓﾃﾞﾙが考えられた｡しかし､ﾌﾟﾛﾘﾝを含むｱﾐﾉ酸の蓄積量

では､ NtHAL3aおよびⅣtHAIJ3c高発現BY2で見られた浸透圧ｽﾄﾚｽに対する耐性を説明するの

は難しいo -方､ NtHAL3aおよびⅣtHAL3c高発現BY2の細胞内浸透圧は対照細胞の約1. 5倍であ

り､ NtHAL3aおよびⅣtHAL3c高発現細胞中では未同定の浸透圧調節物質が蓄積していることが

示唆されたoっまり､ NtHAIJ3aおよびⅣtHAL3c高発現により細胞内の浸透圧が高くなることが

高浸透圧ｽﾄﾚｽ耐性の向上に寄与したと判断されるo以上の結果から､ NtHAIJ3aはNaCl､ LiCl

(≒Na十毒性)およびｿﾙﾋﾞﾄ-ﾙ(高浸透圧ｽﾄﾚｽ)に対して耐性を付与する､耐塩性植

物の分子育種に役立つ遺伝子であると結論した｡そこで､ NtHAL3a高蓄積形質転換ﾀﾊﾞｺ植物

体を作製したところ､ 100 mM NaClｽﾄﾚｽに対する耐性の向上が認められた｡



別紙2

論文審査結果の要旨

申請者氏名輿那嶺育子

酵母は塩ｽﾄﾚｽに遭遇すると細胞内のNa十は､主にNa+ -ATPaseであるEnalにより排出

される｡ ENA]遣伝子は2種の脱ﾘﾝ酸化酵素､ pp2B､ Ppzl､によって発現がそれぞれ正と負

に制御されている.さらに､ Ha13ﾀﾝﾊﾟｸ質はPpzlを負に制御している｡したがって､ HAL3

遺伝子の高発現はENAl遣伝子の発現を促し､結果的に耐塩性を向上させることが知られてい

る｡植物ではENAl､ HAL3の存在は不明であったが､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑﾃﾞ-ﾀ-べ-ｽ

にHAL3ﾎﾓﾛｸﾞ遣伝子の部分配列が見出された.そこで､本論文では､植物においても酵母

と類似の機構が存在すると予想し､ﾀﾊﾞｺからHAL3ﾎﾓﾛｸﾞ遣伝子(NtHAL3)を単離し､

機能を解明することを目的として研究を開始している｡

まず､ AtHAL3の部分配列をﾌﾟﾛ-ﾌﾞにして､ﾀﾊﾞｺから3種のﾎﾓﾛｸﾞ遣伝子(NtHAL,3a, b, c)

を単離しているo 3種のNtHAL3遣伝子は根､茎､葉､茎頂､花器官およびｽﾄﾚｽ(NaCl､ K十)

の有無に関わらず構成的に発現していることをﾉｻﾞﾝ解析及びRT-PCR解析より示している｡

酵母のha13欠失変異株を作製し､相補性試験を行った結果､各遣伝子はLi (Na十のｱﾅﾛｸﾞ)

感受性を弱く相補することから､植物においても耐塩性に関与する機能があることを示唆し

ている｡そこで､ NtHAL3の全長cDNAをｶﾘﾌﾗﾜ-ﾓｻﾞｲｸｳｨﾙｽ35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流

に連結し､ﾀﾊﾞｺ培養細胞(BY2)に導入し､植物における機能解析を行った.その結果､ NtHAL3a

高発現BY2はNaCl､ LiClおよびｿﾙﾋﾞﾄ-ﾙ(浸透圧ｽﾄﾚｽ)ｽﾄﾚｽに対する抵抗性が向

上することを明らかにしている｡ところが､ NtHAL3a高発現BY2細胞内の陽ｲｵﾝ(Na+､ Li･､

K+)含量は野生型細胞と大差なく､細胞内ｱﾐﾉ酸の中で､特に､ﾌﾟﾛﾘﾝの含量が約4倍

上昇していることを見出したo興味深いことに､ NtHAL3a, b, c全てが補酵素A合成系のPPC-

DC活性を有することを､大腸菌のPPC-DC遣伝子(dfわ)の温度感受性変異株の相補性試験に

より示した｡また､酵母のHAL3はこの変異を相補しなかった｡ NtI仏L3において､大腸菌のPPCIDC

の活性中心のｱﾐﾉ酸に相当するﾋｽﾁｼﾞﾝをｱｽﾊﾟﾗｷﾞﾝに置換すると､相補能を失うこ

とも示している｡また､ NtHAL3aおよびⅣtHAL3c高発現BY2の細胞内浸透圧は対照細胞の約1. 5

倍であるが､ﾌﾟﾛﾘﾝを含むｱﾐﾉ酸の蓄積量では､説明できないことから､ NtHAL3aの高発

現によって上昇したppc-DC活性が補酵葬A合成を増加させ､その下流にあるﾌﾟﾛﾘﾝおよび未

同定の浸透圧調節物質が蓄積している作業仮説を提唱している｡

そこで､ NtHAL3が耐塩性植物の分子育種のﾂ-ﾙになると考え､ NtHAL3a高蓄積形質転換

ﾀﾊﾞｺ植物体を作製し､ 100 mM NaClｽﾄﾚｽに対する耐性が向上する土とを示した｡

以上のように､本論文はﾀﾊﾞｺのNtHAL3遣伝子が酵母の遺伝子とは異なる新たな機能を見

出し､耐塩性植物の分子育種に利用できることを形質転換ﾀﾊﾞｺで証明したもので､学術上､

応用上貢献するところが少なくない｡よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴ

ﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


